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a b s t r a c t
Hemophilia A is a genetically determined bleeding disorder, caused by deficiency, lack or
dysfunction of plasma coagulation factor VIII. Approximately in 45–50% of severe hae-
mophilia A patients excessive bleeding tendency is caused by the occurrence of inversion
mutation in the intron 22 (INV22) F8 gene and in about 1–5% – inversion mutation in the
intron 1 (INV1). In this paper we present the results of the study aimed to assess the
prevalence of INV22 and INV1 in severe HA patients in Poland and to estimate the inci-
dence of FVIII inhibitor in patients with INV1 or INV22 mutations. Moreover, the role of
genetic testing in the diagnosis of hemophilia A as well as molecular method used in the
current study to detect the inversion mutations in the F8 gene was discussed.
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Hemofilia A (HA) (OMIM #306700) jest wrodzoną skazą
krwotoczną spowodowaną całkowitym lub częściowym bra-
kiem bądź zaburzeniem funkcji czynnika krzepnięcia VIII
( factor VIII; FVIII). HA objawia się nadmierną skłonnością do
krwawień, których nasilenie w dużej mierze jest podyktowa-
ne stopniem niedoboru FVIII. Chorobę zwykle rozpoznaje się
na podstawie wyników pomiaru aktywności koagulacyjnej
FVIII (FVIII:C) w osoczu. W zależności od stopnia niedoboru
FVIII wyróżnia się 3 postacie HA: a) ciężką, gdy FVIII:C
wynosi mniej niż jedna jednostka międzynarodowa (Interna-
tional Unit; IU)/dl, b) umiarkowaną, gdy FVIII:C mieści się
w przedziale 1–5 IU/dl oraz c) łagodną, gdy FVIII:C wynosi
>5–50 IU/dl [1].
Przeciętna częstość występowania HA, niezależnie od rasy
czy grupy etnicznej, to 1:5000 urodzonych mężczyzn lub
1:10 000 osób ogólnej populacji [2, 3]. W badaniu epidemiolo-
gicznym przeprowadzonym w 2004 roku w Polsce częstość
występowania hemofilii A i B oszacowano łącznie na 1:5600
mężczyzn [4]. W Ogólnopolskim Rejestrze Wrodzonych Skaz
Krwotocznych prowadzonym w Instytucie Hematologii i Tran-
sfuzjologii (IHiT) w Warszawie znajduje się obecnie ponad
2200 mężczyzn z HA, z czego blisko 60% stanowią osoby
z ciężką postacią choroby (dane z dn.15.05.2015).
Hemofilia A jest chorobą uwarunkowaną genetycznie,
która dziedziczy się w sposób recesywny sprzężony z płcią.
Oznacza to, że objawy skazy krwotocznej występują głównie
u hemizygotycznych mężczyzn, zaś kobiety będące hetero-
zygotycznymi nosicielkami mutacji genowej w większości
przypadków nie wykazują objawów choroby.
Gen kodujący FVIII (F8; Gene ID: 2157; NM_000132.3)
znajduje się na długim ramieniu chromosomu X (Xq28),
gdzie zajmuje blisko 186 kilo par zasad (kilobase pair; kbp)
genomowego DNA [5, 6]. Reprezentowane przez 26 eksonów
DNA kodujące informację genetyczną stanowi około 4%
całego genu F8, zaś pozostałe 96% zajmują sekwencje
intronowe. Wielkość eksonów F8 waha się w granicach od
69 bp (ekson 5) do 3106 bp (ekson 14) [7, 8]. Sekwencje
intronowe F8 mają równie zróżnicowaną wielkość, aż 6 z 25
ma wielkość od 14 kbp do 32 kbp, przy czym największym
spośród nich jest intron 22 (IVS22) [3]. Charakterystyczną
cechą genu F8 jest obecność w jego strukturze licznych
powtarzających się sekwencji DNA bogatych w cytozynę
i guaninę (tzw. wysp CpG) [9]. Duże skupienia CpG obecne
są w IVS22, gdzie tworzą 9,5 kbp region homologiczny
(int22h-1). Region ten występuje w 2 dodatkowych kopiach
(int22h-2 oraz int22h-3) poza genem F8 w obszarze telomero-
wym chromosomu X [10]. Sekwencja nukleotydowa wszyst-
kich trzech regionów homologicznych jest niemal w 99%
identyczna, przy czym sekwencja regionów int22h-1 oraz
int22h-2 jest transkrybowana w odwrotnym kierunku niż
sekwencja int22h-3. Dodatkowo region int22h-1 zawiera
obszar o wielkości 3,5 kbp szczególnie obfitujący w pary CG,
z czego odcinek o wielkości jednej kbp składa się aż w 79%
z tych zasad [11]. W tym rejonie stwierdzono również
obecność dwóch wewnętrznych genów F8A i F8B, których
znaczenie biologiczne w hemostazie do dziś nie zostało
wyjaśnione [3, 12]. Analogicznie, między pierwszyma drugim eksonem genu F8 (w odległości około 15 kbp od
eksonu 1) znajduje się region o wielkości 1041 bp (int1h-1),
który ma swoją homologiczną kopię pozagenową (int1h-2).
Kopia ta, oddalona o około 140 kbp w kierunku telomeru
chromosomu X, jest także transkrybowana w przeciwnym
kierunku niż sekwencja wewnątrz genu [13].
Opisane wyżej uwarunkowania odgrywają istotną rolę
w patogenezie HA, gdyż sprzyjają powstawaniu mutacji
inwersyjnych w intronie 22 (INV22) oraz w intronie 1 (INV1)
genu F8. Ponadto, w nielicznych przypadkach wynikiem
rekombinacji z zaangażowaniem regionu int22h-1 może być
również powstanie innych większych rearanżacji w intronie
22, tj. delecji (Del22) czy duplikacji (Dup22) [13, 14]. Mecha-
nizm powstawania mutacji INV22 oraz INV1 jest bardzo
zbliżony. W obu przypadkach są one następstwem nieallelicz-
nej rekombinacji homologicznej pomiędzy sekwencją DNA
znajdującą się w intronie F8 (odpowiednio 22 lub 1)
a homologiczną kopią pozagenową (Ryc. 1). Powstała rearan-
żacja genu F8 prowadzi do nieodwracalnego przerwania jego
ciągłości, co w rezultacie uniemożliwia powstanie funkcjonal-
nego białka [15]. W przypadku INV22, rekombinacja homolo-
giczna zachodzi pomiędzy regionem znajdującym się we-
wnątrz intronu 22 (int22h-1) i jedną z dwóch identycznych
pozagenowych kopii (int22h-2 lub int22h-3) [16, 17]. Skutkiem
tej rearanżacji jest obrócenie i zmiana biegunowości sekwen-
cji DNA oraz translokacja eksonów 23–26. W zależności od
tego, która z pozagenowych kopii genu uczestniczy w crossing-
over, wyróżnia się inwersję: typu I – dystalną (int22h-1/int22h-3;
83% przypadków), typu II – proksymalną (int22h-1/int22h-2;
16% przypadków) oraz typu III – mieszaną (dodatkowe kopie
pozagenowe; 1% przypadków) [18, 19]. Podobnie INV1, powsta-
jąca podczas homologicznej rekombinacji między znajdują-
cym się wewnątrz intronu 1 regionem int1h-1 oraz pozage-
nową kopią int1h-2, prowadzi w konsekwencji do oddzielenia
promotora i eksonu 1 od pozostałych sekwencji F8 [13].
Śledząc genezę mutacji inwersyjnych, warto podkreślić, że
powstają one głównie podczas podziału mejotycznego komó-
rek rozrodczych męskich, rzadko zaś de novo w komórkach
rozrodczych żeńskich [20, 21].
Wśród mutacji odpowiedzialnych za wystąpienie ciężkiej
postaci HA zdecydowanie najczęściej wykrywane są właśnie
duże inwersje. W około 45–50% przypadków identyfikuje się
INV22, a w około 1–5% przypadków – INV1 [13, 16, 20].
W pozostałych przypadkach ciężkiej HA heterogenność
mutacji sprawczych (ponad 1200 różnych wariantów F8)
sprawia, że mogą one występować właściwie we wszystkich
rejonach F8 [22]. Zrozumiałe jest zatem, że w praktyce
diagnostykę molekularną u pacjentów z ciężką postacią HA
rozpoczyna się od poszukiwania w F8 mutacji inwersyjnych
(odpowiednio INV22, a w sytuacji wyniku negatywnego –
INV1).
Współcześnie uważa się, że diagnostyka HA powinna być
uzupełniana o badania genetyczne, umożliwiające poznanie
mutacji sprawczej. Znajomość defektu molekularnego F8
pozwala na wstępną ocenę ryzyka wytworzenia przeciwciał
neutralizujących FVIII (tzw. inhibitora FVIII) oraz ułatwia
rozpoznanie stanu nosicielstwa. Mutacje sprawcze wraz
z czynnikami środowiskowymi przyczyniają się do wytwa-
rzania (incidence) inhibitora FVIII przez około 20–30% chorych
z ciężką HA [23, 24].
Ryc. 1 – Schemat struktury genu F8 i jego otoczenia oraz mechanizm powstawania mutacji inwersyjnych; a) allel prawidłowy
(brak inwersji); b) inwersja w intronie 1 (INV1); c) inwersja w intronie 22 (INV22) typu I (dystalna); d) inwersja w intronie 22
(INV22) typu II (proksymalna)
Fig. 1 – Scheme of the F8 gene structure and its environment and the mechanism of inversion mutations; a) the normal allele (not
inverted); b) the inversion in intron 1 (INV1); c) the inversion in intron 22 (INV22) type I (distal); d) the inversion in intron 22 (INV22)
type II (proximal)
a c t a h a e m a t o l o g i c a p o l o n i c a 4 6 ( 2 0 1 5 ) 3 7 2 – 3 7 7374Celem obecnego badania jest określenie częstości wystę-
powania mutacji inwersyjnych (INV22 i INV1) w populacji
chorych na ciężką HA w Polsce oraz oszacowanie częstości
wykrywania inhibitora FVIII u pacjentów z INV22 lub INV1.
Materiał i metody
Do badania włączano kolejno zgłaszających się, niespokrew-
nionych pacjentów z ciężką HA, którzy znajdowali się
w Rejestrze Wrodzonych Skaz Krwotocznych IHiT. Po uzys-
kaniu pisemnej świadomej zgody na udział w badaniu od
każdego pacjenta pobrano próbki obwodowej krwi żylnej.
Rozpoznanie ciężkiej HA ustalono na podstawie pomiaru
aktywności FVIII w osoczu metodą koagulacyjną jednostop-
niową (wartości referencyjne 50–150 IU/dl), zaś ewentualną
obecność inhibitora wobec ludzkiego FVIII określano stosu-
jąc test Bethesda (wartości referencyjne <0.5 jednostki
Bethesda [Bethesda Unit; BU]/ml).
Do badań molekularnych izolowano DNA genomowe
z leukocytów krwi obwodowej standardową metodą wysala-
nia [25]. Mutacji inwersyjnych INV22 i INV1 w F8 poszuki-
wano zmodyfikowaną metodą odwróconego PCR (Inverse
Shifting PCR, IS-PCR), opracowaną pierwotnie przez Rossetti
i wsp. [26] z późniejszymi modyfikacjami [27–30]. Genomowe
DNA (2 mg) trawiono, stosując 20 U enzymu restykcyjnegoBclI (Promega) przez 4 h w temperaturze 508C. Uzyskane
fragmenty DNA oczyszczano standardową metodą precypi-
tacji etanolem w obecności 3 M octanu sodu. Ligację powsta-
łych lepkich końców prowadzono z użyciem 5U T4 DNA
Ligase (Promega) przez 16 h w temperaturze 158C. Otrzy-
mane produkty cyrkularyzacji oczyszczano jak poprzednio.
Dla każdej próbki DNA pacjenta do badania obecności INV22
przeprowadzono dwie reakcje multipleksowego PCR (tzw.
test diagnostyczny i test uzupełniający). Amplifikację frag-
mentów DNA prowadzono z użyciem dwóch zestawów
starterów specyficznych dla kopii wewnątrzgenowej (intrage-
nic; I) i kopii pozagenowych (extragenic; E), tj. odpowiednio
22-[ID+1U+2U+3U] oraz 22-[ED+1U+2U+3U] [27]. Jednocześnie
produkty reakcji ligacji wykorzystywano do badania obecno-
ści INV1, przy czym fragmenty DNA powielano z użyciem
jednego zestawu specyficznych starterów 1-[ID+1U+2U+3U]
[27]. PCR do wykrywania INV22 lub INV1 prowadzono
w objętości 25 ml o składzie: 1 x bufor do PCR, 2,5 mM MgCl2,
2U Taq DNA polimerazy, 4  200 mM dNTP, 0,6 mM każdego
startera oraz 6 ml DNA. Reakcje amplifikacji prowadzono
w termocyklerze I-Cycler (Bio-Rad) w następujących warun-
kach: 948C–2 min; [948C–30 s, 568C–1 min, 728C–1 min] x 30,
728C – 5 min. Rozdział produktów IS-PCR prowadzono
w odniesieniu do markera wielkości 100 bp DNA Ladder
(Promega) w 2% żelu agarozowym zawierającym bromek
etydyny przy 90 V przez około 2 h.
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Badaniami objęto 56 mężczyzn z ciężką HA w wieku 18–71
lat (średnia 39  13, mediana 37). Obecność inhibitora wobec
FVIII stwierdzono u 8/56 (14%) badanych pacjentów, a jego
maksymalne historyczne miano zawierało się w przedziale
5–7800 BU/ml (Tab. I).
W teście diagnostycznym INV22 u pacjentów bez tej
mutacji uzyskano produkt PCR wielkości 487 bp, u pacjentów
z obecną mutacją typu I (dystalna) – 333 bp, zaś typu II
(proksymalna) – 385 bp. W teście uzupełniającym INV22
u pacjentów bez tej mutacji uzyskano produkt PCR wielkości
405 bp i 457 bp, a u pacjentów z obecną mutacją: typu I –
457 bp i 559 bp lub typu II – 405 bp i 559 bp. Łącznie INV22
zidentyfikowano u 29/56 (52%) niespokrewnionych pacjen-
tów. Obecność INV22 typu I stwierdzono u 25/29 (86%), zaś
typu II – u 4/29 (14%). U 5/29 pacjentów (17%) z INV22 typu
I wykryto obecność inhibitora FVIII, którego miano zawierało
się w przedziale 5–144 BU/ml. U 23/56 mężczyzn z nieobecną
INV22 badano obecność INV1. U pacjentów bez INV1 uzys-
kano produkt PCR wielkości – 304 bp, a u pacjentów
z obecną INV1 (kontrola pozytywna) – 224 bp. Mutacji INV1
nie wykryto u żadnego pacjenta.
Omówienie
Zasadność wykonywania badań genetycznych umożliwiają-
cych zidentyfikowanie mutacji sprawczej u pacjentów
z ciężką HA jest ważna co najmniej z dwóch powodów: 1)
pozwala wstępnie ocenić ryzyko wytworzenia inhibitora
FVIII i 2) ułatwia ustalenie stanu nosicielstwa w rodzinach
dotkniętych chorobą. Ponieważ blisko połowa przypadków
ciężkiej HA jest spowodowana mutacjami inwersyjnymiTabela I – Prewalencja mutacji inwersyjnych (INV22
i INV1) oraz inhibitora FVIII w badanej populacji
Table I – Prevalence of the inversion mutations (INV22 and
INV1) and FVIII inhibitor in the studied population
Wskaźnik Wyniki
Liczba badanych pacjentów z ciężką
hemofilią A (FVIII:C < 1 IU/dl)
56
Liczba pacjentów z obecnym
inhibitorem FVIII
8 (14%)













INV22 – inwersja w intronie 22 genu F8; INV1 – inwersja w intronie
1 genu F8; FVIII – czynnik krzepnięcia VIII; IU – jednostka
międzynarodowa
INV22 – inversion in intron 22 of the F8 gene; INV1 – inversion in
intron 1 of the F8 gene; FVIII – coagulation factor VIII; IU –
International Unitw F8, logiczne jest rozpoczynanie badań molekularnych od
poszukiwania obecności tych defektów.
Niegdyś do wykrywania INV22 w F8 wykorzystywano
głównie metodę hybrydyzacji według Southerna, którą zasto-
sowano także w polskich badaniach prowadzonych przez
Sawecką i wsp. [31, 32]. Znana od 2005 roku i udoskonalona
trzy lata później metoda IS-PCR jest alternatywą dla skom-
plikowanej i pracochłonnej metody Southerna [26, 27]. Zarów-
no metodę Southerna, jak i IS-PCR charakteryzuje podobna
czułość, gdyż obie umożliwiają identyfikację INV22 (łącznie
z określeniem jej typu) oraz wykrycie delecji czy duplikacji
obejmującej IVS22. Ponadto wybór metody IS-PCR w obecnym
badaniu jest podyktowany szeregiem innych zalet; IS-PCR
umożliwia równoczesną diagnostykę INV22 i INV1 (wykorzy-
stuje ten sam produkt reakcji ligacji do PCR), nie wymaga
bezpośredniej amplifikacji regionów bogatych w pary GC
(przez co procedura jest bardziej powtarzalna) oraz nie
ogranicza się do stosowania wysokiej jakości DNA (możliwość
stosowania próbek nawet częściowo zdegradowanych) [33].
Podłoże genetyczne ciężkiej HA w Polsce było przedmio-
tem nielicznych badań. Dotychczas przeprowadzone przez
Sawecką i wsp. badania molekularne objęły łącznie grupę
113 pacjentów z ciężką postacią choroby [31, 32, 34].
Wykazana w obecnym badaniu częstość występowania
INV22 (52%) jest bardzo zbliżona do częstości stwierdzonej
we wcześniejszym polskim badaniu (50,5%) [31]. Szeroko
zakrojone badania europejskie wykazały, że prewalencja
INV22 wynosi od 45% (na przykład w Niemczech lub Anglii)
do nawet 52–54% (na przykład na Węgrzech, we Włoszech,
w Hiszpanii i Portugalii) [13, 24, 35–38]. Najczęściej wykrywa-
nym typem INV22 w obecnym badaniu był typ I (86%), dużo
rzadziej identyfikowano typ II (14%), co jest zbieżne
z wynikami uzyskanymi w uprzednio prowadzonym bada-
niu w polskiej (typ I – 82%; typ II –18%) i innych populacjach
(typ I – 84%; typ II – 16%) [18, 31].
Badania przeprowadzone w innych krajach Europy wyka-
zały, że częstość występowania INV1 u pacjentów z ciężką
HA wynosi 1–5% [13, 39]. Ponieważ w obecnym badaniu
u żadnego pacjenta nie zidentyfikowano tego defektu,
a uprzednio częstość występowania INV1 w Polsce oszaco-
wano na 0,9% (1/113), w celu sformułowania wiążących
wniosków niezbędne jest przeprowadzenie badań w większej
populacji polskich chorych na ciężką HA [34].
W obecnym badaniu u 8 spośród 56 (14%) niespokrewnio-
nych chorych na ciężką HA wykryto inhibitor FVIII. W grupie
29 pacjentów z wykrytą INV22 u 5 (17%) stwierdzono obecność
inhibitora FVIII. Ze względu na stosunkowo małą liczebnie
grupę przebadanych pacjentów trudno wyciągnąć jedno-
znaczne wnioski, ale trzeba przyjąć za innymi autorami, że
INV22 należy do mutacji wyraźnie zwiększających ryzyko
wystąpienia inhibitora FVIII w odpowiedzi na wstrzykiwany
dożylnie czynnik VIII. Szacuje się, że częstość występowania
inhibitora FVIII jest 7–10-krotnie wyższa u pacjentów
z obecnym „ciężkim” defektem molekularnym F8 (tj. dużą
delecją, mutacją nonsensowną, INV22) w porównaniu z pa-
cjentami z „łagodnym” defektem (mutacją zmiany sensu,
małą delecją, defektem składania transkryptu) [23, 40]. Meta-
analiza 30 badań przeprowadzonych w grupie 1029 pacjentów
z HA powikłaną inhibitorem wykazała, że ryzyko wystąpienia
inhibitora FVIII jest największe w przypadku dużych delecji,
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INV1 oraz mutacji splicingowych, zaś najmniejsze w przy-
padku małych delecji/insercji i mutacji zmiany sensu [41].
Jednak ryzyko powstania alloprzeciwciał wobec FVIII
u pacjentów z HA powodowaną INV22 lub INV1 jest dużo
mniejsze (około 20–30%) niż na przykład w przypadku niektó-
rych dużych delecji obejmujących wiele eksonów F8 (około
90%) [12, 24]. Ponieważ u większości pacjentów z INV22
inhibitor nie występuje, aktualnie prowadzone są badania,
których celem jest poszukiwanie innych niż mutacja spraw-
cza w F8 czynników ryzyka (zarówno genetycznych, jak
i środowiskowych) powstawania inhibitora FVIII [42].
Dotychczas w naszym kraju dostępność badań genetycz-
nych w diagnostyce HA była znacznie ograniczona. Pionier-
skie badania naukowe w diagnostyce molekularnej tej cho-
roby realizowane były do 2009 roku w Zakładzie Biochemii
IHiT [31, 32, 34, 43]. Rezultatem aktualnie przeprowadzonego
badania jest wprowadzenie w naszym ośrodku nowoczesnej
metody służącej do identyfikowania mutacji inwersyjnych
w F8. Kolejnym celem jest wdrożenie w Zakładzie Hemostazy
i Chorób Metabolicznych IHiT innych metod molekularnych
w diagnostyce HA, obejmujących sekwencjonowanie poszcze-
gólnych eksonów genu F8, jak i badanie obecności większych
rearanżacji genowych. Wśród najnowocześniejszych metod
szczególnie obiecująca jest sekwencjonowanie nowej genera-
cji (Next Generation Sequencing; NGS). I tak, na przykład,
technikę tę zastosowano u polskiego chorego na ciężką HA,
dzięki czemu zidentyfikowano delecję genu F8 i genu BRCC3,
co zaowocowało opisaniem nowego zespołu chorobowego:
hemofilii A i angiopatii moyamoya (SHAM syndrome) [44].
Wdrożenie rutynowego oznaczania mutacji inwersyjnych
(INV22 oraz INV1) w F8 oraz realizacja opisanych powyżej
zamierzeń pozwoli na kompleksową diagnostykę gene-
tyczną hemofilii A w naszym kraju.
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